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Abstract
誗AIM: To investigate the neuroprotective effect of rho-
associated coiled coil - forming protein kinase ( ROCK)
inhibitor y - 39983 on retinal ischemia reperfusion ( IR)
injury in rats.
誗METHODS: Sixty adult SD rats were randomly assigned
into normal group(n=15), IR group(n=15), saline group
(n=15), y-39983 group(n=15), and the rats in later three
groups were induced retinal IR by intra-anterior chamber
infusion of saline solution. Rats in the saline and y-39983
groups were intravitreously injected with normal saline
and y-39983 respectively, 5 minutes prior to the induction
of ischemia. The protein expression of intercellular cell
adhesion molecules - 1 ( ICAM - 1) was determined by
immunohistochemical staining. Retrograde labeling of
retinal ganalion cells ( RGCs ) with fluorogold was
performed to assess the number of RGCs. Histologic
studies and electroretinogram were carried out to evaluate
retinal damage.
誗RESULTS: The preadminisration of y- 39983 decreased
ICAM- 1 expression, elevated the survival rate of RGCs
and the recoverage rate of amplitude of b wave and O2
wave significantly, and attenuated the IR - induced the
thinning of inner retina.
誗CONCLUSION: y-39983 can protect the rat retina from
IR injury at least partially by inhibiting ICAM-1 abnormal
expression, suggesting that y-39983 may have therapeutic
potential for the retinal diseases associated with IR.
誗 KEYWORDS: retinal ischemia reperfusion; rho -
associated coiled coil- forming protein kinase; inhibitor;
intercellular cell adhesion molecules-1; neuroprotection
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摘要
目的:探讨 ROCK 抑制剂 y-39983 对缺血再灌注(ischemia
reperfusion,IR)大鼠视网膜的保护作用。
方法: SD 大鼠 60 只随机分为正常组(n=15)、IR 组(n =
15)、生理盐水组(n=15)、y-39983 治疗组(n=15)。 正常
组不做任何处理,后三组制作视网膜 IR 模型(前房加压灌
注法),其中生理盐水组和 y-39983 治疗组于造模前 5min
分别向实验眼玻璃体腔内注入无菌生理盐水和 y-39983
各 10滋L。 采用免疫组化方法检测细胞间黏附分子 -1
(intercellular cell adhesion molecules-1,ICAM-1)表达。 荧
光金逆行标记计数各组大鼠视网膜神经节细胞(retinal
ganglion cells,RGCs)。 应用组织病理学方法和视网膜电
流图评估视网膜损伤程度。
结果:y-39983 预处理能降低 ICAM-1 蛋白表达和视网膜
水肿程度,并且显著提高了视网膜神经节细胞存活率及 b
波和 O2相对恢复率,缓解 IR 损伤所致的内层视网膜变薄
的情况。
结论:y-39983 能减轻视网膜 IR 损伤,而这一保护效应在
一定程度上与其抑制 ICAM-1 异常表达增加有关,表明
y-39983 对 IR 损伤相关的视网膜疾病有治疗作用。
关键词:视网膜缺血再灌注;ROCK;抑制剂;细胞间黏附分
子-1;神经保护
DOI:10. 3980/ j. issn.1672-5123. 2013.07. 03
引用:蒙青青,刘苏. y-39983 预处理对缺血-再灌注损伤大鼠视
网膜的保护作用. 国际眼科杂志 2013;13(7):1308-1313
0 引言
摇 摇 视网膜缺血再灌注(ischemia reperfusion,IR)损伤自
1960 年代被提出后,已证实与许多眼科疾病息息相关。
近 20 多年的实验和临床研究表明,眼部 IR 可诱发视网膜
剧烈的炎症反应,在白细胞-内皮细胞相互作用下,白细
胞活化并渗出于血管外,由此造成了血管高渗透性及严重
的组织细胞损伤。 细胞间黏附分子-1(intercellular cell
adhesion molecules-1,ICAM-1)在白细胞-内皮细胞相互
作用中发挥了重要作用,不仅介导了白细胞和内皮细胞牢
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[1,2]。 近来的研究表明,炎
症期间过度表达的 ICAM -1 还参与调节血管的高渗
透性
[3]。
摇 摇 Rho 相关卷曲螺旋形成蛋白激酶(Rho -associated
coiled coil-forming protein kinase,ROCK)是一种苏氨酸/ 丝
氨酸蛋白激酶,为 Rho 蛋白重要的作用底物,在各种组织
中普遍表达,并对多种细胞功能进行调节
[4]。 大量研究已
证实 Rho/ ROCK 信号通路在许多疾病中发挥了重要作
用,如缺血性脑血管病等,阻断这一通路可对这些疾病产
生良好的治疗效果
[5,6]。 近来一些 体内外实验 指出
Rho/ ROCK 通路还介导了脂多糖或高糖诱导的 ICAM-1
转录和表达
[7,8]。 基于以上认识,本实验制作了视网膜 IR
的动物模型,观察 ROCK 特异性抑制剂 y-39983 对 IR 视
网膜神经元组织的影响,为 IR 损伤相关性视网膜疾病的
治疗提供新的方向。
1 材料和方法
1.1 材料摇 y-39983(英国 Tocris Bioscience 公司);荧光金
(fluorogold,FG,美国 Biotium 公司);ICAM-1 抗体和二氨
基联苯(DAB) 显色试剂盒(北京博奥森公司);即用型
SABC 试剂盒(武汉博士德生物工程公司);激光共聚焦显
微镜(德国 Leica 公司);GT-2000NV 视觉电生理仪器(重
庆国特医疗设备有限公司)。 药物的制备:用9g/ L 无菌生
理盐水液稀释 y-39983 浓度为 10滋mol/ L。
1.2 方法
1.2.1 实验分组与处理摇 健康无眼疾的成年雄性 SD 大鼠
60 只,体质量 200 ~ 250g,由重庆医科大学实验动物中心
提供。 随机分为正常组(n=15)、IR 组(n=15)、生理盐水
组(n= 15)和 y-39983 治疗组(n = 15),选取左眼为实验
眼,后三组制作视网膜 IR 模型。 于造模前 5min 生理盐水
组和 y-39983 治疗组分别向实验眼玻璃体腔内注入 9g/ L
无菌生理盐水和 y-39983 各 10滋L。 正常组不做任何
处理。
1.2.2 视网膜 IR 模型的建立摇 10% 水合氯醛(3mL/ kg)
腹腔注射麻醉,充分散瞳。 4. 5 号输液针头刺入前房固
定,接通预先连接好的生理盐水输液瓶,升高输液瓶至与
大鼠垂直距离为150cm 处,产生 110mmHg(1kPa=7.5mmHg)
眼内压,直接检眼镜观察视网膜苍白,眼底血管断流。 持
续灌流 60min 后缓慢降低输液瓶高度至动物水平,留针
1min 后拔出。 检眼镜观察证实视网膜恢复血供,前房及
眼底无出血等并发症者纳入实验。
1.2.3 取材与切片摇 按预定时间 10% 水合氯醛过量麻醉
处死大鼠,摘除眼球,固定、脱水、石蜡包埋,沿视神经矢状
轴方向制作 4滋m 厚视网膜切片。
1.2.4 大鼠视网膜 ICAM-1 蛋白表达检测摇 取 IR 24h 的
组织切片,采用免疫组化 SABC 法, 高压抗原热修复
30min,滴加 50g/ L BSA 封闭液,室温孵育 20min,滴加
ICAM-1 一抗,4益 过夜,滴加二抗,37益 孵育 20min,滴加
SABC 试剂,DAB 显色,苏木素复染,脱水、透明、封片。 以
PBS 液代替一抗作阴性对照。 光镜下观察拍照,以细胞内
出现棕黄色颗粒为阳性表达。 应用 Image Pro Plus 6. 0 图
像处理软件分析,测定 ICAM-1 蛋白阳性血管内皮细胞的
平均光密度值(average optical density,AOD)。
1.2.5 RGCs 标记摇 于 IR 24h 将大鼠麻醉后固定在脑立
体定位仪,剪除毛发,常规消毒,沿颅顶正中线切开皮肤,
钝性分离组织,暴露颅骨矢状缝和人字缝,辨认 Bregma
点。 按照大鼠脑立体定位图谱确定双侧上丘(以 Bregma
点为零点,后移 6. 8mrn,旁开 1. 6mm) 和外侧膝状体
(Bregma 点后移 4. 6mm,旁开 4mm 处)颅骨表面投射点,
并在这 4 个投射点用 5mL 无菌注射针头分别造孔。 用
10滋L 微量注射器吸取 2%荧光金(fluorogold,FG),每孔缓
慢注射2滋L,上丘进针深度为4mm,外侧膝状体为5.6mm,
留针 5min 后缓慢出针。 间断缝合皮肤,碘酊消毒。 IR
96h 后处死大鼠,于眼球背侧 12颐00 位角巩膜缘处置 10-0
缝线一根作为标记,取出眼球,在角膜缘剪一小口,4% 多
聚甲醛固定 12h,去除眼前节和玻璃体,分离视网膜,根据
标记点进行视网膜定位铺片和封片。 激光共聚焦显微镜
下观察,以视乳头为中心,根据标记方向以背腹、鼻颞为坐
标将视网膜分为 4 个象限,每个象限距视盘 1/6,3/6,5/6
个视网膜半径处拍片,对每张照片中标记的 RGC 进行计
数,求平均值,并计算每只大鼠 RGCs 存活率=左眼 RGCs/
右眼 RGCs伊100%。
1.2.6 视网膜电流图检测摇 参照文献[9],于 IR 168h 行
大鼠双眼闪光视网膜电流图检测(flash electroretinogram,
F-ERG)。 检查前充分散瞳,暗适应2h。 速眠新(0.5mL/ kg)
肌肉注射麻醉,固定大鼠在自制实验板上,角膜表面滴一
滴 0. 5% 甲基纤维素后安放记录电极(直径为 5mm 氯化
银角膜环形电极),参考电极和接地电极由银针做成,分
别插入下颌颊黏膜及尾部皮下。 遮盖对侧眼,尽量避免光
的刺激。 用全视野闪光刺激器,角膜平面距白色刺激光
20cm,刺激光强度 3.0cd·s/ m
2,通频带宽 1 ~100Hz,两次
刺激光间隔时间 15s。 所有操作均在暗红光下进行,室温
维持在 20益左右。 每只大鼠双眼分别连续 3 次测量,记
录标准混合反应 b 波及震荡电位 O2波幅值,取平均值。
计算 b 波和 O2波相对恢复率=左眼波幅/ 右眼波幅伊100%。
1.2.7 组织病理学检查摇 取 IR 24h 和 168h 的组织切片,
常规 HE 染色。 光镜下观察和拍照,测量 IR 24h 视网膜全
层厚度和 IR 168h 内丛状层(inner plexiform layer,IPL)厚
度。 测量方法:测量距离视盘边缘 200滋m 处 100滋m 长度
内随机 3 点的厚度,把所测的 3 个数值的平均数作为一个
标本的测量值。
摇 摇 统计学分析:采用 SPSS 17. 0 统计软件进行统计分
析。 所有数据用 軃 x依s 表示,各组数据行单因素方差分析,
多重比较采用 LSD-t 检验,P<0.05 为差异有统计学意义。
2 结果
摇 摇 实验过程中有 1 只大鼠因麻醉意外死亡,晶状体损伤
2 只,眼内出血 1 只,均未纳入实验。
2.1 各组大鼠视网膜 ICAM-1 表达变化摇 再灌注 24h 正
常组仅有散在几个阳性细胞表达于神经节细胞层,ICAM-1
蛋白的 AOD 为 0.097。 IR 组和生理盐水组 ICAM-1 呈强
阳性表达,主要表达于视网膜神经纤维层、内丛状层、外丛
状层,内核层的胞浆中;相应地,两组的 AOD 显著升高,达
正常组的 40 倍,而在 y-39983 治疗组 ICAM-1 蛋白的
AOD 明显低于以上两组(P<0. 01),说明 y-39983 降低了
ICAM-1 的表达水平。 阴性对照未见 ICAM-1 蛋白的表
达(图 1,表 1)。
2.2 各组大鼠 RGCs 计数摇 正常组 RGCs 分布均匀,越靠
近中央区域越密集,标记的 RGC 圆形或多角形,胞体大小
不一,直径超过8滋m,胞浆中荧光均匀,无荧光渗漏。 正常
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Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com图1摇 各组大鼠视网膜 IR 24h 时 ICAM-1 蛋白的表达(SABC伊400)摇 A:正常组神经节细胞层仅有散在几个阳性
细胞; B,C:IR 组和生理盐水组 ICAM-1 呈强阳性表达,主要表达于视网膜神经纤维层和内、外丛状层;D:y-39983
治疗组 ICAM-1 蛋白的阳性表达减弱;E:阴性对照无 ICAM-1 蛋白的表达。
图 2摇 各组大鼠视网膜 IR 96h 铺片显示荧光金标记的 RGCs (bar=10滋m)摇 A:正常 RGCs 形态;B,C:IR 组和生理盐水组 RGCs 数
目减少,可见荧光渗漏(箭头);D:y-39983 治疗组剩余 RGCs 增多,分布较密集。
表1摇 各组大鼠 IR 24h ICAM-1 蛋白 AOD 值和再灌注 168h b
波和 O2 波恢复率 軃 x依s
分组 AOD 值 b 波(%) O2波(%)
正常组 0.097依0.019 92. 45依7.33 92.84依6.11
IR 组 4.177依0.893 40. 18依5.04 38.52依4.42
生理盐水组 3.978依0.848
a 39. 78依5.46
a 38.39依5.76
a
y-39983 治疗组 1.897依0.659
b 60. 95依7.59
b 61.60依8.00
b
aP>0. 05,
bP<0. 01 vs IR 组。
组大鼠右眼 RGCs 计数为 2430依57 个/ mm
2,左眼 RGCs 计
数为 2392依98 个/ mm
2,双眼比较无统计学差异(P>0郾 05)。
再灌注 96h IR 组和生理盐水组实验眼 RGCs 数量减少,细
胞间还可见渗漏的少量 FG。 y-39983 治疗组实验眼剩余
RGCs 数目为 1972依141 个/ mm
2,高于 IR 组和生理盐水组
(P<0.05),并且 y-39983 使 RGCs 存活率从 72% 提高至
84%(P<0.01,图 2 ~4)。
2.3 各组大鼠 ERG 变化摇 正常大鼠 b 波和 O2波均为正相
波,双眼波形相似,振幅高(图 5A,图 6A);再灌注 168h 与
正常对照组和自身右眼相比,其余三组左眼 b 波和 O2波
幅均有不同程度降低,以 IR 组和生理盐水组下降最为明
显(图 5B ~ D,图 6B ~ D)。 进一步比较各组大鼠左眼 b
波和 O2波相对恢复率,从表 1 中可以看出,经 y-39983 预
处理大鼠实验眼的 b 波恢复到正常眼的 60% ,O2波相对
图 3摇 各组大鼠 RGC 计数摇
aP<0. 05,
bP<0. 01 vs y-39983 治
疗组。
图 4摇 y-39983 治疗组、IR 组和生理盐水组 RGC 存活率比较
摇
bP<0. 01 vs y-39983 治疗组。
恢复率也提高至 62%,与 IR 组和生理盐水组比较差异均
有统计学意义(P<0.01)。
2.4 各组大鼠视网膜组织学变化摇 正常组视网膜各层排
列整齐,结构清晰;神经节细胞单层排列,核大,淡染;内核
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层有 3 ~ 6 层细胞,外核层有 7 ~ 10 层细胞,细胞排列紧
密;内丛状层明显厚于外丛状层,正常大鼠视网膜全层厚
度为 109. 4依8. 3滋m,IPL 厚度为 47. 4依3. 9滋m。 IR 24h,IR
组和生理盐水组视网膜各层均高度水肿,视网膜全层厚度
相比正常组增加了 60%,RGC 减少,部分空泡样变性,而
经 y-39983 预处理的大鼠视网膜水肿程度较轻,视网膜全
层厚度相对正常组增加了 26%,与 IR 组和生理盐水组比
较差异有统计学意义(P<0. 05,图 7);再灌注 168h,IR 组
和生理盐水组 RGC 数目明显减少,排列疏松,胞核体积缩
小,染色加深,核固缩,内外核层排列紊乱,视网膜内层明
显变薄,内丛状层尤为明显,分别降至 24. 4依5. 1,24郾 8依
5郾 4滋m,两组 IPL 厚度差异无统计学意义(P = 0郾 898),
而 y-39983 治疗组视网膜各层形态好于生理盐水组和 IR
组(图 8),IPL 厚度为 36. 7依2. 1滋m,高于 IR 组和生理盐
水组(P<0.05)。
3 讨论
摇 摇 本次实验中我们运用前房加压灌注的方法诱导视网
膜缺血,证实了 ROCK 抑制剂 y-39983 能有效缓解 IR 诱
导的视网膜损伤,尤其是对内层视网膜的保护作用。
摇 摇 从组织病理学结果看,再灌注 168h 缺血的视网膜呈
现退行性改变,神经节细胞大量丢失,视网膜萎缩变薄,尤
其神经节细胞层和内丛状层等内层视网膜变薄更为明显。
y-39983 预处理显著改善上述形态学变化,有效降低了内
层视网膜的损伤(图 7)。
摇 摇 短暂的视网膜缺血即可导致视网膜神经元大量丢失,
尤其是视网膜神经节细胞
[10,11]。 本次实验中我们利用荧
光金逆行标记神经节细胞的方法,观察到 y-39983 有效减
少了 IR 所致的神经节细胞的丢失,使神经节细胞的存活
率提高了 11%。 另外,从视网膜电流图检查结果上可以
看到,IR 168h 时 y-39983 治疗组 b 波和 O2波波幅明显高
1 1 3 1
Int Eye Sci, Vol. 13, No. 7, Jul. 2013摇 摇 www. ies. net. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 Email:IJO. 2000@163. com摇 摇 图 6摇 各组大鼠视网膜 IR 168h 时 F-ERG O2波变化摇 A:正常组;B:IR 组;C:生理盐水组;D:y-39983 治疗组。
于 IR 组和生理盐水组,并且 b 波和 O2波相对恢复率分别
由 39%和 38%提高至 60%和 61%,说明 y-39983 还能促
进残存的视网膜神经元细胞的功能恢复。 综上,本次实验
从组织形态上和功能学上证实了 y-39983 对 IR 损伤的视
网膜组织具有良好的保护作用。
摇 摇 ICAM-1 是表达于血管内皮细胞表面的一种细胞间
黏附分子,正常情况下低度表达,再灌注时期 ICAM-1 表
达会迅速增加,并在再灌注 24h 达高峰
[12],并且研究表明
抑制 ICAM-1 的表达能显著减少 IR 损伤后组织中白细胞
的浸润,有效减轻组织和神经损伤
[13,14]。 从本次实验中
可以看到 IR 24h,与正常组相比 IR 组和生理盐水组大鼠
ICAM-1 表达异常增加,而经 y-39983 预处理后 ICAM-1
的表达明显下调,说明 y-39983 能够抑制 ICAM-1 的表
达。 由此我们推测 y-39983 对 IR 视网膜组织的保护效应
与其下调 ICAM-1 表达,从而减轻白细胞聚集所介导的组
织损伤紧密相关。
摇 摇 另外,组织病理学分析显示再灌注 24h IR 组和生理
盐水组视网膜全层厚度增加了 60% 左右,视网膜水肿明
显,这也间接反应在再灌注时期血管内皮细胞屏障功能受
到了严重损伤,而 y-39983 却能明显改善这一情况,说明
y-39983 能减轻内皮屏障的损伤,而 y-39983 这一保护效
应我们认为也与其阻断了 ICAM-1 的表达紧密相关。 首
先,ICAM-1 与视网膜水肿呈现一致性趋势,即 ICAM-1
表达增高,视网膜也明显水肿,当 ICAM-1 表达受抑制而
降低时视网膜水肿也相应减轻,说明 ICAM-1 与视网膜水
肿有一定程度的相关性;其次,很多研究表明存在于血管
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电话:029鄄82245172摇 摇 82210956摇 摇 电子信箱:IJO.2000@163. com图7摇 各组大鼠视网膜 IR 24h 视网膜光学显微镜像(bar=20滋m)摇 A:正常视网膜形态;B:y-39983 治疗组视网膜轻度水肿;C,D:IR
组和生理盐水组内层视网膜高度水肿,以神经纤维层和内丛状层为甚。
图8摇 各组大鼠视网膜 IR 168h 视网膜光学显微镜像(bar=20滋m)摇 A:正常视网膜形态;B: y-39983 治疗组视网膜各层形态较好,
IPL 轻度变薄;C,D:IR 组和生理盐水组 RGC 数目减少,IPL 明显变薄。
内皮细胞表面的跨膜蛋白 ICAM-1 介导了许多重要信号
通路,特别地,ICAM-1 胞内尾部结构可连接一些与细胞
骨架密切相关的分子
[15],ICAM-1 可借助这些分子引起细
胞骨架构像变化及内皮细胞收缩,由此增加临近的内皮细
胞间隙,最终使得大分子和水经间隙渗出。 而且近来已有
研究证实,ICAM-1 在调节内皮屏障功能方面发挥了重要
作用
[3]。 由于 Rho-ROCK 信号通路本身也可对细胞骨架
构象变化进行调节,因此 y-39983 也可能通过阻断这一通
路而对内皮屏障功能发挥直接的调节作用。
摇 摇 综上,ROCK 抑制剂 y-39983 预处理能减轻视网膜 IR
损伤,具有良好的神经保护作用,表明了 y-39983 对 IR 损
伤相关的视网膜疾病有治疗作用。
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